











Okayama/6/01(H3N2) ウイルスの HA を起点として，遺伝子工学的に糖鎖結合モチーフを順次（時
代を遡って）除いた HA を作製し，リバースジェネティクスによりこれらの HA を組み込んだウイ
ルスを作製して，実験を行った．オリジナルの HA を持つウイルス（H3-0）および糖鎖結合部を














































































下，H3/Okayama と略記）の cDNA を pcDNA
にサブクローニングしたもの４）を出発材料に
して，HA の N-glycosylation site（糖鎖付加モ
チーフ：Asn-X-Thr or Asn-X-Ser）を改変する


















　H3/Okayama 由来の変異を導入した HA の
cDNA を，東京大学の河岡義裕教授らが開発し
たリバースジェネティクスの技法６）に従い，
pPol I RNA 合成ベクターにサブクローニングし
て，河岡教授より分与された A/WSN/33(H1N1)
の RNA 合 成 セ ッ ト pPol I-PA(WSN), pPol 
I-PB1(WSN), pPol I-PB2(WSN), pPol I-NP(WSN), 
pPo l  I -NA(WSN) ,  pPo l  I -M(WSN) ,  pPo l 
I-NS(WSN) および WSN タンパク質合成セッ
ト pcAG-PA(WSN), pcAG-PB1(WSN), pcAG-




















　293T 細胞にウイルス RNA 合成およびタンパ
ク質合成ベクターをトランスフェクトして産生
されたウイルスを1µg/ml のアセチル化トリプ
シン（Sigma, USA）存在下に一度 Madin-Darby 
canine kidney (MDCK) 細胞（大阪府立公衆衛生
研究所加瀬哲男博士より分与）で増殖させ，
プラーク法で感染価を測定した．感染細胞の培
養液を3000rpm，10分間遠心して cell debris を
除き，その上清を19,000rp，90分遠心してウイ
ルスを回収した．ウイルスは感染価を10の 5 乗






（Sumitomo Bakelite, Japan）に準備した MDCK 細
胞に，希釈したウイルス液を接種し，1µg/ml のア
セチル化トリプシンを含んだ0.65％アガロース




IgG（Sigma）を用い，ABC (avidin-biotinylated peroxidase 













































A/Okayama/6/01(H3N2) の HA を起点として，
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時代を遡って順次，糖鎖結合モチーフを除去し
た変異 HA を作製した．HA 頭部のこれらの糖
鎖結合モチーフには実際に糖鎖が結合している






































































































































抗体を用いて in vitro で escape mutant（即ち，用
いたモノクローナル抗体に抵抗性のウイルス）
を分離して，アミノ酸配列を調べたところ，多く
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Increases in hemagglutinin (HA) sugar chains may contribute to the
survival of influenza viruses among humans ?
Hirotoshi TOKUNAGA
Department of Microbiology, Kawasaki Medical School, 577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan
ABSTRACT  Since it emerged in 1968, the human influenza A virus H3N2 subtype (so-called 
Hong Kong type) has undergone repeated antigenic mutations with resulting epidemics. As 
well, the number of sugar chains (oligosaccharides) in the globular region of hemagglutinin (HA) 
has gradually increased. It has been speculated that this increase in oligosaccharides may 
have contributed to the survival of this virus among humans. This could be because the sugar 
chains cover the major antigenic site of HA and so the virus escapes any attack form the host's 
immune system. However this concept has not been examined experimentally.
　The present study investigated this concept by reverse genetics and experimental infections 
in mice. The glycosylation sites of HA of A/Okayama/06/01 were removed by mutagenesis 
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retrospective deconstruction, one after another. Through reverse genetics, mutant viruses were 
generated. Mice were intranasally infected with the original (H3-0) and mutant viruses in which 
the 1 to 3 glycosylation sites were removed (named H3-1, H3-2 and H3-3, respectively). One 
month after infection, sera were collected from infected mice and the cross reactivity of the 
neutralizing antibodies in the sera were assayed using various combinations of sera and viruses.
　H3-1 and H3-2 were highly cross-reactive, whereas H3-0 and H3-3 were clearly distinguished 
from H3-1 and H3-2, respectively. Both the addition and the deletion of a glycosylation site 
reduced cross reactivity. The present study indicated that oligosaccharides may be convenient 
tools for modifying immunogenicity, thereby helping an escape from immune recognition. This 
report also discussed an influenza epidemic pattern in New York City from this point of view.
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